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1. Zusammenfassung

Das von-Willebrand-Syndrom (VWS) ist die haufigste hereditare Blutungs-
neigungserkrankung. Es wird je nach Auspragung in Typ 1, Typ 2 (2A, 2B, 2M und
2N) oder Typ 3 untertellt. Gewisse Autoren unterscheiden innerhalb des VWS Typ 1,
aufgrund einer erhohten Clearance des Von-Willebrand-Faktors (VWF), einen Typ 1C.
Zudem gibt es auch das erworbene VWS, bei diesem kann die Clearance des VWF
auch erhoht sein. Das Ziel dieser Arbeit ist es einen VWF:Propeptid (VWF: PP)-ELISA
auszutesten, um ihn fur eine verbesserte Diagnostik von Personen mit VWS
einsetzen zu konnen. Mittels Inter- und Intra-Assay wird die Prazision des Tests
beurtellt. Die Kohorte besteht aus Personen mit VWS und aus gesunden Probanden.
Die erzielten Resultate, weisen auf eine gerine Prazision hin.

Weiterfuhrend konnte das Coating der ELISA-Kuvetten selbst durchgefuihrt werden,
um eine Regelmassigkeit zu schaffen.
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2. Einleitung

Fur die VWS-Diagnostik werden im ZLM Inselspital derzeit die in-vitro-Blutungszeit
mit PFA-200, die von-Willebrand-Faktor-Aktivitat (VWF: Ac.), das VWF-Antigen (VWEF:
Ag) und die VWF-Multimeranalyse, bel welcher eine erhohte VWF-Clearance
vermutet werden kann, herangezogen. Bei dem Verdacht einer erhohten VWEF-
Clearance wird zusatzlich ein aufwandiger DDAVP-Test durchgefuhrt.

Der VWEF ist ein Glykoprotein, welches flur die Aufrechterhaltung und Regulierung der
normalen Hamostase wichtig ist. Die Synthese findet dabel in Endothelzellen und In
Megakaryozyten statt, bei der Sekretion des VWF kommt es zur Trennung des VWF:
Ag und des VWEF: PP. Durch unterschiedliche Metabolisierung kann eine VWF:
PP/VWEF: Ag-Ratio berechnet werden [1], welche bel einer gesteigerten Clearance
von VWEF erhoht ware. Die Messung des VWF: PP wurde eine schnelleren
Diagnosestellung, sowie die Therapiewahl beglnstigen [2].

Die Domanen Al und A3 des VWEF sind fur die Thrombozytenbindung/-aktivierung
und fur die subendotheliale Kollagenbindung zustandig [3]. Die Spaltstelle fur
ADAMTS13 (A Disintegrin and Metalloproteinase with ThromboSpondin type-1
repeats) befindet sich bel der Domane A2. Weiter schutzt der VWF den Faktor VIII
(FVIIIl) vor vorzeitiger Proteolyse. Eine guantitative und/oder qualitative Verminderung
des VWF kann zur haufigsten Blutungsneigungserkrankung, dem VWS fuhren [4],
welches in verschiedene Typen eingeteilt wird, siehe Tabelle 2.1 basierend auf [1] und
[5]. Daneben gibt es noch das erworbene VWS, wo je nach Atiologie eine erhohte
Clearance moglich ist [5].

Tabelle 2.1 Einteilung der VWS-Typen und Subtypen

Quantitativer Defekt ohne Funktionsstorung
C Erhdéhte Clearance vom VWF
Qualitativer Defekt
Das Fehlen grosser Multimere fuhrt zu einer gestorten Interaktion des
VWF mit Thrombozyten.
Die Interaktion des VWF mit dem Rezeptor GPIb ist gesteigert.
Die Interaktion des VWF mit Thrombozyten ist gestort, ohne dass grosse
Multimere fehlen.
Die FVIII-Bindungskapazitat ist vermindert.
VWEF fehlt vollstandig, sowohl im Plasma als auch im Gewebe.
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3. Ziel und Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit ist das Austesten und Validieren des VWF-Propeptid-Assays von
Haemochrom Diagnostica, damit dieser kinftig im Hamostaselabor des ZLM Inselspital
durchgefuhrt werden kann, um die von-Willebrand-Diagnostik zu unterstitzen.

Hierbel wird auf die Fragestellung 1 der Diplomarbeit eingegangen:
Sind die Resultate des VWF: PP-Assays brauchbar, sodass sie die Interpretation von
von-Willebrand-Syndrom Erkrankten unterstitzen konnen?
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4. Material, Methodik, Vorgehen

Disposition erstellen, Ziel und

Literaturrecherche Fragestellung definieren

Wasserbad, Titerplatten
Thermo-Shaker, ELISA-
reader

Von-Willebrand-Faktor-

Citratplasma Propeptid ELISA

Festphasenenzymimmunologischer Assay (ELISA)

Inter-Assay Prazision mit zwel Intra-Assay Prazision mit einer Probe,
Patientenproben und zwel Kontrollen die achtmal auf der selben Platte
(1:80-, 1:20-Verdlinnung). gemessen wird. Die Qualitat der

Vergleich der ELISA- Platten an Beschichtung der einzelnen Klvette
verschiedenen Tagen. wurden hier aufgezeigt werden.

Fur die Prazision wird der Variationskoeffizient (VK) mit dem Mittelwert (MV) und der
Standardabweichung (s) berechnet. Ein VK < 8.3% zeigt eine gute Prazision auf.

Abbildung 4.1 Vorgehensweise der Arbeit (Dincic, 2020)

5. Ergebnisse/ Resultate

Inter-Assay Prazision

Tabelle 5.1 Inter-Assay Prazision: Mittelwert, Standardabweichung und Variationskoeffizient

615.09 236.08 38.38
1378.48 435.50 31.59
384.88 371.12 41.94
1317.00 370.33 28.11

In der Tabelle 5.1 ist die kleinste s bei der Proben-Nr. 119 und die grosste s bei der
Proben-Nr. 138. Die Qualitatskontrollen haben ahnliche Werte der s, wobel hierbel der
niedrigste VK bel QC2 1:80 (28.11 %) und auch der hochste VK bel QC1 1:20
vorhanden ist (41.94 %). Der VK variiert zwischen 28.11 % und 41.94 %.

Intra-Assay Prazision

Tabelle 5.2 Intra-Assay Prazision: Mittelwert, Standardabweichung und Variationskoeffizient

969.38 162.00 16.71

In der Tabelle 5.2 liegt der gemessene MW der Probe 138 bel 969.38 mlU/ml, mit einer
s von 162.00 und einem VK von 16.71%.

6. Diskussion

Anhand des Inter-Assays (Tabelle 5.1) und des Intra-Assays (Tabelle 5.2) kann
aufgezeigt werden, dass der Test noch nicht prazise genug ist, da alle VK’s deutlich
tuber den zu erwarteten Wert (< 8.3%) liegen. Die generierten Resultate durfen nicht
gebraucht werden.

Die Idee, das VWF: PP zu messen, um die VWS-Diagnostik zu erweltern, ist jedoch
Immernoch ein Gewinn. Mit einer gelungenen Messung konnte theoretisch eine
ernohte VWF-Clearance schneller erkannt werden und so auch eine geeignete
Therapie eingeleitet werden. Die Methode, das VWF: PP mit einem ELISA zu messen
Ist ebenfalls sinnvoll, da es sich um ein Ag handelt.

Als weiterfihrende Untersuchungen ware es moglich, die Klvetten des Tests selber zu
coaten, um so eine bessere Regelmassigkeit zu erreichen.



